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RESUMEN

Se describe un método de purificación del componente C1r del sistema
complemento a partir de la fracción I de Cohn mediante cromatografías
secuenciales en Bio Rex 70, DEAE Sephacel y Sephacryl S 200. La presencia de
C1r en las fracciones eluidas en las diferentes corridas cromatográficas se detectó
por nefelometría. La pureza del C1r obtenido se determinó por
inmunoelectroforesis contra un suero anti proteínas séricas humanas y un
antisuero específico. A partir del C1r purificado se produjo en conejos un antisuero
de buena calidad, útil para la cuantificación del C1r sérico.

Descriptores DeCS: COMPLEMENTO 1R/aislamiento & purificación;
CROMATOGRAFIA POR INTERCAMBIO IONICO/métodos;
CROMATOGRAFIA EN GEL/métodos.
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El C1 es el primer componente de la v
clásica del sistema complemento, el cual
un complejo formado por 3 proteínas: C1
C1r y C1s.1 Después de la unión de l
molécula del C1 a la región Fc de la
inmunoglobulinas IgG e IgM por la sub
unidad C1q, se inician proceso
intramoleculares que dan lugar a 
activación enzimática de C1r, y generan 
fragmento proteolítico de 28 kD que tien
actividad de serinproteasa, lo que provo
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la formación de una enzima proteolítica, C1
con la activación de la vía clásica de
complemento y con esto, la expresión d
numerosas manifestaciones biológicas.2

En infecciones con bacterias piógena
y en enfermedades asociadas co
inmunocomplejos circulantes como el lupu
eritematoso sistémico, se han demostra
niveles disminuidos de C1r, lo que sugie
su posible participación en el mecanism
de aclaramiento de los complejos de 
1 Instituto de Hematología e Inmunología.
2 Central Laboratory of the Netherlands Red Cross Blood. Transfusion Service.
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circulación, de ahí la importancia de s
medición.3,4

El objetivo de este trabajo fue l
purificación de C1r mediante un
combinación de cromatografías d
intercambio iónico y filtración en gel, y l
posterior obtención de un antisue
específico.

MÉTODOS

Fuente de C1r: 600 mL de la fracción
de Cohn con una concentración de C1r
38,5 µg/mL, cuantificado por inmuno
difusión radial simple con el empleo d
placas comerciales (CLB, Amsterdam5

fueron centrifugados a 9 000 rev/m
durante 30 min a 4  °C (Sorval G 53).

Aislamiento de C1r: la fracción I d
Cohn centrifugada se fraccionó median
cromatografía de intercambio iónico en u
resina catiónica Bio-Rex 70,6 en una
columna de 10,5 x 12 cm equilibrada c
solución amortiguadora de fosfatos 50 m
pH 7,3 + 2 mM EDTA + 82 mM NaCl. Se
aplicaron los 600 mL de la muestra y 
eluyó una parte de las proteínas con
solución amortiguadora de equilibrio.

En el eluido se detectó la presencia
C1r por nefelometría e inmuno
electroforesis; se utilizó un suero an
proteínas séricas humanas y un suero 
C1r comercial (CLB, Amsterdam).7

Las proteínas eluidas se concentrar
por ultrafiltración con un filtro Amicon
YM 10 (Amicon Corporation) hasta 800 m
y se aplicó a una columna de 10,5 × 12 
de DEAE-Sephacel equilibrada co
solución amortiguadora fosfato salina (PB
1:2. A continuación, se empleó un gradien
de concentración de NaCl (1 000 mL PB
1:2 - 1 000 mL PBS 1:2 + 0,6 M NaCl).

Las fracciones obtenidas que cont
nían C1r se concentraron por un filtr
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Amicon YM 10 hasta un volumen de 50 mL
y se aplicó a una columna de 2 × 100 cm
Sephacryl S-200 equilibrada con PBS. S
unieron las fracciones en las que se dete
la presencia de C1r por nefelometría y 
realizó una precipitación diferencial co
sulfato de amonio al 33 %.8

El precipitado se redisolvió en PBS 
se controló la pureza por inmuno
electroforesis empleando un suero an
proteínas séricas humanas y un suero a
C1r comercial.

El C1r purificado se concentró con e
empleo de un filtro Amicon YM 10 hasta
50 mL y se conservó a -80  °C.

La concentración del C1r purificado s
determinó mediante inmunodifusión radi
simple, con el uso de placas comerciales

Preparación de un suero anti C1r: 
suero anti C1r se obtuvo en conejo
después de una inyección de 100 µg de C
con adyuvante completo de Freund cer
de los nódulos linfáticos poplíteos. Cuat
semanas después se inyectaron por 
intramuscular y subcutánea 150 µg de C
con adyuvante incompleto de Freund
después de una semana los animales
desangraron9 y se comprobó la
especificidad del antisuero median
inmunoelectroforesis.

RESULTADOS

En la figura 1 se observa e
cromatograma de la corrida en Bio-Rex 7
utilizando una solución amortiguadora d
fosfato 50 mM, pH 7,3 + 2 mM EDTA + 82 mM
NaCl, donde eluyeron gran cantidad d
proteínas incluyendo el C1r.

Con las condiciones empleadas en
cromatografía en DEAE-Sephacel una gr
cantidad de proteínas contaminant
eluyeron de la columna. La aplicació
posterior de un gradiente de concentraci
de NaCl dio como resultado la elución d
C1r (fig. 2).
6



FIG. 1. Cromatograma en Bio-Rex 70.
la
S-
 se

1r
a

un
 un
se
la
el
al

s
ue

l
,

nte
la
do
1q

 que

e
e a
 o
bio
ue

na
 el
jor
do.
na
vés
r
e
 al
El resultado obtenido producto de 
cromatografía de filtración en Sephacryl 
200 se presenta en la figura 3, donde
observa el pico correspondiente a C1r.

Se comprobó la obtención de C
relativamente puro mediante un
inmunoelectroforesis con el empleo de 
suero anti-proteínas séricas humanas y
suero anti C1r comercial. De igual forma, 
obtuvo una línea de precipitación en 
inmunoelectroforesis con la utilización d
anti C1r obtenido contra un suero norm
humano.

El rendimiento obtenido a partir de lo
600 mL de muestra inicial fue de 32,8 %, q
representa un total de 7,6 mg de C1r.

DISCUSIÓN

El empleo en la fase inicial de
intercambiador catiónico Bio-Rex 70
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celulosa de gran capacidad, especialme
para moléculas grandes, permitió 
separación de componentes de eleva
peso molecular, como es el caso del C
eluyendo proteínas pequeñas, entre las
se encuentra el C1r.10

Las condiciones de la solución s
ajustaron basadas en el hecho de qu
bajas concentraciones y pH de 7,0
menores, no se logra un buen intercam
en la resina con diversas proteínas, lo q
facilita la elución del C1r.6

En una segunda etapa se utilizó u
columna de DEAE-Sephacel para lograr
fraccionamiento de las proteínas y una me
separación con el gradiente selecciona
A partir de las condiciones empleadas, u
gran cantidad de proteínas pasaron a tra
de la columna, incluyendo IgG, IgM, facto
D y glicoproteínas. El gradiente d
concentración de NaCl permitió desunir
C1r de la resina.



FIG. 2. Cromatograma en DEAE-Sephacel.

FIG. 3. Cromatograma en Sephacryl S-200.
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Mediante la cromatografía de filtració
en Sephacryl S-200 se separó el C1r de
contaminantes. A continuación se efect
una precipitación con sulfato de amonio
33 %; estudios anteriores han revelado q
el C1r precipita completamente al 33 % d
saturación.11

Se inmunizó a un grupo de conejos c
el C1r aislado, para lo cual se utiliz
adyuvante completo de Freund, qu
favorece una buena respuesta por parte
animal, dirigida fundamentalmente a
componente principal, en este caso el C
219
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ya que no se descarta que pudieran exi
trazas de algún contaminante.9 Además, el
empleo de bajas concentraciones 
antígeno permite la síntesis de anticuerp
de alta afinidad, muy útiles en diversa
técnicas.12

Los resultados presentados muestr
la aplicación de un método de purificació
del componente C1r del sistem
complemento a partir de la fracción I d
Cohn, con el cual se logra un bue
rendimiento con una pureza adecuada,
que se demostró mediante la producci
de un antisuero de calidad.
ponent

lemento.
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SUMMARY

A methods for the purification of component Clr from the complement system
starting from Cohn’s fraction I by sequential chromatographies in Bio-Rex 70,
DEAE-Sephacel and Sephacryl S-200 is described. The presence of Clr in the
fractions eluted in the different chromatographic runs was detected by
turbidimetry. The purity of the Clr obtained was determined by
immunoelectrophoresis against an anti-human serum protein serum and a specific
antiserum. Starting from the purified Clr it was produced in rabbits a good quality
serum, which is useful for the quatitation of serum Clr.

Subject headings: COMPLEMENT 1R/isolation & purification; CHROMATOGRAPHY, ION
EXCHANGE/methods; CHROMATOGRAPHY, GEL/methods.
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